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(54) Vektor zur Expression von Immunglobulin-zytokin-Fusionsproteinen in malignen-B-Zellen 



(57) Erf indungsgemafe wird bereitgestellt ein Vektor 
zur Expression von Immunglobulin-Zytokin-Fusionspro- 
teinen in malignen B-Zellen, mindestens enthaltend, in 
funktioneller Verbindung, 

a) einen Bereich von mindestens 1 ,5 kb, der homo- 
log zu einem Bereich des ji-lntrons Oder K-lntrons 
ist, der keinen Oder keinen funktionellen C^- Oder 
C^-Enhancer enthait; 

b) mindestens eine DNA-Sequenz, die eine 



Domdne eines Immunglobulins oder eines Teils 
hiervon codiert; 

c) eine fur ein Zytokin codierende DNA-Sequenz; 
und 

d) einen in eukaryontischen B-Zellen selektierbaren 
Marker, der keinen funktionellen Enhancer- Bereich 
aufweist, wobei die Expression dieses Markers 
nach der Integration vom zellulSren C^- Oder C K - 
Enhancer gesteuert wird. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft inen V ktor zur 
Expression von Immunglobulin-Zytokin-Fusionsprotei- 
nen in malignen B-Zellen, ein Verfahren zur Expression 
von Immununglobulin-Zytokin-Fusionsproteinen in mali- 
gnen B-Zellen, Verwendungen des Vektors sowie mali- 
gne B-Zellen, die einen derartigen Vektor enthalten. 

Der Immunglobulin-ldiotyp, der auf B-Zell-Lympho- 
men exprimiert wird, ist ein Tumor-spezifisches Antigen, 
das jedoch eine geringe Immunogenitat im Tumor-tra- 
genden Wirt aufweist Verschiedene Ansatze sind eva- 
luiert worden, um eine Immnunantwort gegen den 
Idiotyp zu induzieren. U.a. wurde der Idiotyp an GM- 
CSF gekoppelt und als kSsliches Protein zur Vakzinie- 
rung von Mausen verwendet (Nature 362, 755-758, 
1993). GM-CSF rekrutiert professionelle Antigen-pra- 
sentierende Zellen und fuhrt zur effektiven Prasentation 
des Idiotyps und damit zur Aktivierung von T-Zellen. 
Dieser Ansatz hat den Nachteil, da 3 die Immunglobulin- 
V-Gene aus dem Lymphom Woniert werden mussen 
und daB das Fusionsprotein in vitro produziert und 
gereinigt werden muB. In einer Winischen Situation 
mu Bte also fur jeden Patienten eine individuelle Vakzine 
hergestellt werden. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
neue Vektoren bereitzusteilen, die in Patienten univer- 
se!! einsetzbar sind, ohne daft individuelle Vakzinen 
hergestellt werden mussen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB gelOst durch 
einen Vektor zur Expression von Immunglobulin-Zyto- 
kin-Fusionsproteinen in malignen B-Zellen, mindestens 
enthaftend, in funktioneller Verbindung, 

a) einen Bereich von mindestens 1,5 kb, der homo- 
log zu einem Bereich des ji-lntrons Oder K-lntrons 
ist, der wahlweise einen Oder keinen oder keinen 
funktionellen C^- oder C K -Enhancer enthah; 

b) mindestens eine DNA-Sequenz, die eine 
Domane eines Immunglobulins oder eines Teils 
hiervon codiert; 

c) eine fur ein Zytokin codierende DNA-Sequenz; 
und 

d) einen in eukarvontischen B-Zellen selektierbaren 
Marker, der wahlweise einen Enhancer enthait oder 
der keinen funktionellen Enhancer-Bereich auf- 
weist wobei dann die Expression dieses Markers 
nach der Integration vom zelluiaren C^- oder CK- 
Enhancer gesteuert wird. 

Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung erge- 
ben sich aus den Unteranspruchen, der nachfolgenden 
Beschreibung sowie dem Ausfuhrungsbeispiel. 

Wdhrend im Stand der Technik, beispielsweise in 
der oben zitierten VerOffentlichung in Nature 362, 755- 
758, 1993, die erhartenen Fusionsproteine nach Trans- 
fektion von Zellkulturzellen in vitro exprimiert, gereinigt 
und in lOslicher Form verabr icht wurden, kann durch 



die erfindungsgemaB bereitgestellten Vektoren das 
Zytokingen durch homologe Rekombination in den 
Schwere-Ketten-Locus von Immunglobulingenen stel- 
lenspezrfisch eingebaut werden, ohne da 3 das V-Gen 

5 isoliert und in den Vektor eingebaut werden mGBte. Der 
erfindungsgemaBe Vektor wird direkt in die maligne B- 
Zelle eingebaut und in dieser Zelle zur Expression 
gebracht, sodaB anstatt wie bei bisherigen Ansatzen 
nicht das lOsliche, vorher gereinigte Protein verabreicht 

jo werden muB, sondern die gentechnisch veranderten 
Tumorzellen direkt an den Patienten verabreichbar sind. 
Dieser bringt zum einen eine groBe Zeit-, Arbeits- und 
Kostenersparnis und hat zum anderen auch einen 
wesentlich besseren Tumor-protektiven Effekt zur 

is Folge. 

Ausgangspunkt zur Konstruktion der erfindungs- 
gemaBen Vektoren waren die in der DE 44 06 512 
beschriebenen Integrationsvektoren zur Herstellung 
rekombinanter AntikOrper. Diese Vektoren eignen sich 

20 zu einer hoch-effizienten Produktion von chimaren 
Maus /Mensch-AntikOrpern. Die in der DE 44 06 512 
beschriebenen Integrationsvektoren dienten lediglich 
zur Herstellung von rekombinanten Antikfirpern und 
wurden deshalb ausschlieBlich in AntikOrper produzie- 

25 renden Hybridomzellen zur Expression gebracht. Der 
erfindungsgemaBe LOsungsansatz, Immunglobuline als 
Fusionsproteine mit Zytokinen durch homologe Rekom- 
bination direkt in malignen B-Zellen zur Expression zu 
bringen und derart modifizierte maligne B-Zellen zur 

30 Vakzinierung von Patienten mit malignen B-Zell-Tumo- 
ren zu verwenden, wird durch die DE 44 06 512 nicht 
nahegelegt. 

Durch die vorliegende Erfindung wird ein Zytokin- 
gen in den Immunglobulin-Schwere-Ketten-Lokus mali- 

35 gner B-Zellen, beispielsweise B-Zell-Lymphom-Zellen, 
mittels homologer Rekombination eingefuhrt. Hierzu 
wurde ein Integratiosvektor mit den Merkmalen des 
Anspruchs 1 konstruiert. Nach stellenspezifischer Inte- 
gration in den Schwere-Ketten-Lokus wird unter der 

40 Kontrolle des endogenen V H -Promotors ein Immunglo- 
bulin-Zytokin- Fusionsprotein exprimiert. 

Der beschriebene Rekombiationsvektor ist potenti- 
ell fur alie Lymphome einsetzbar. Durch die Einfuhrung 
des Zytokingens durch homologe Rekombination in den 

45 Schwere-Ketten-Lokus der malignen B-Zelle kann eine 
Isolierung des Idiotyps vermieden werden. Die Zeit bis 
zum Beginn einer Therapie wird dadurch erheblich ver- 
kOrzt. Weiterhin ist es mflglich, die durch homologe 
Rekombination modifizierten Tumorzellen nach 

so Bestrahlung fur die Vakzinierung einzusetzen, ohne 
da 3 das Fusionsprotein gereinigt werden muB. Das 
nachfolgende Ausfuhrungsbeispiel zeigt, da 3 der 
Tumor-protektive Effekt wesentlich ausgepragter ist, 
wenn mit den erfindungsgemaB bereitgestellten, modifi- 

55 zierten Zellen anstatt mit dem Iflslichen Protein immuni- 
siert wird. 

Grundlage fur die Konstruktion des erfindungs- 
gemaBen Vektors sind die in der DE 44 06 512 
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beschriebenen Integrationsvektoren. Auf dies Deut- 
sche Patentschrift wird zur vollstandigen Offenbarung 
voll inhaltlich Bezug genommen. Allerdings werden die 
in der DE 44 06 512 beschriebenen Integrationsvekto- 
ren erfindungsgemaB derart modifiziert, daB keine 
rekombinanten AntikOrper exprimiert und gewonnen 
werden, sondern Fusionsproteine aus Immunglobulinen 
und Zytokinea die direkt in malignen B-Zellen zur 
Expression gebracht werden. 

Der erfindungsgemaBe Vektor kann einen zu einem 
Intron-Bereich homologen Bereich von mindestens 1 ,5 
kb aufweisen, in den der Ig-Enhancer naturlicherweise 
nicht vorkommt oder aus dem er deletiert Oder in dem er 
inaktiviert wurde; Oder in einer weiteren Ausfuhrungs- 
form weist der erfindungsgemaBe Vektor aber einen 
funktionellen C^- Oder C K -Enhancer auf. 

Die DNA kann beispielsweise ein oder mehrere 
Exons umfassen, solange eine funktionelle Domane 
eines Antikflrpers oder ein funktioneller Teil davon 
codiert wird. 1st der funktionelle Teil der Domane Teil 
einer V-Domane, so muBdiese zur Bindung an das Ziel- 
antigen fahig sein oder dazu beitragen. Handert es sich 
urn einen Teil einer C-Domane, so muB diese minde- 
stens einen Teil der Effektorfunktionen ausuben kOn- 
nen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt der 
Bereich des \i- oder K-lntrons von mindestens 1 ,5 kb 
den Bereich, in dem der C^- oder C K -Enhancer lokali- 
siert ist, wobei dieser Bereich wahlweise einen oder kei- 
nen funktionellen C^- oder C K -Enhancer mehr enthalt. 
Der Enhancer kann in dieser zuletzt genannten Ausfuh- 
rungsform entweder deletiert oder inaktiviert sein. Eine 
solche Inaktivierung kann z. B. durch Mutagenese nach 
im Stand der Technik benannten Verfahren herbeige- 
f uhrt werden. 

Bei dem selektierbaren Marker ist der Enhancer 
deletiert oder inaktiviert worden. In einer anderen Aus- 
fuhrungsform weist der Marker keinen naturlichen 
Enhancer auf. In einer weiteren Ausfuhrungsforn besitzt 
der selektierbare Marker einen Enhancer. 

Die im Vektor enthaltene homologe Sequenz muB 
eine Lange von mindestens 1 ,5 kb aufweisen, urn ein 
homologes Rekombinationsereignis uberhaupt erzielen 
zu kOnnen. Diese DNA-Sequenz von mindestens 1 ,5 kb 
kann aus verschiedenen Bereichen des C^- oder Cl- 
intons gewahit werden. Der Enhancer selbst kann 
erfindungsgemaB nicht im Konstrukt enthalten sein 
oder aus der Homologieflanke deletiert bzw. darin inak- 
tiviert worden sein. Bei der Integration des Vektors in 
die homologe Sequenz eines funktionell rearrangierten 
AntikOrpergens wird die Expression des rekombinanten 
Gens unter die Kontrolle des endogenen Enhancers 
gestellt. Werden Exons, die konstante Regionen codie- 
ren, einrekombiniert, so stehen diese ferner unter der 
Kontrolle des endogenen V-Promotors. Der Enhancer 
reguliert daruber hinaus die Expression des selektier- 
baren Markers. Dadurch wird sichergestellt, da (3 der 
Selektionsmarker nur dann aktiviert wird, wenn er in der 



Nahe eines starken Enhancers integriert wird. Durch 
die verwendete Homologieflanke wird ine homologe 
Rekombination mit d m Immunglobulinlocus begun- 
stigt, wodurch der selektierbare Marker unter die Kon- 
5 trolle des endogenen C^- oder C K -Enhancers gestellt 
wird. 

Die Expression des erfindungsgemaB bereitgestell- 
ten rekombinanten Gens, das fur ein Immunglogbulin- 
Zytokin-Fusionsprotein codiert. wird nach stellenspezif i- 
w scher Integration 3' vom Schwere-Ketten-V-Gen der 
malignen B-Zelle vom endogenen V H -Promotor gesteu- 
ert. 

Klonierungstechniken sind dem Fachmann aus 
dem Stand der Technik bekannt. Beispielsweise wird 

is verwiesen auf Sambrook et al, "Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual", 2. Auflage 1989, Cold Spring Har- 
bor Laboratory, Cold Spring Harbor, USA, sowie Harlow 
und Lane "Antibodies, A Laboratory Manual" 1988, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, USA. 

20 Das endogene Immungfobulin-V-Gensegment der 
Immunglobulin-produzierenden B-Zelle bleibt unveran- 
dert und wird nach der homologen Rekombination im 
Zusammenhang mit den eingefuhrten konstanten Gen- 
segmenten sowie dem Zytokinen exprimiert. Auf diese 

25 Weise bleibt der Idiotyp eines B-Zell-Lymphoms erhal- 
ten, seine physikalische Bindung an das Zytokin fuhrt 
jedoch zu einer verstarkten Presentation durch Antigen- 
praserrtierende Zellen und damit zu einer erhOhten 
Immunogenic des Isotyps. Der erfindungsgemaBe 

30 Vektor codiert also im Gegensatz zum Vektor der DE 44 
06 512 keine V-Domane oder einen Teil hiervon; statt- 
dessen bleibt die endogene V-Sequenz und der Idiotyp 
dertransfizierten B-Zelle erhalten. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform 

35 weist der Vektor eine DNA-Sequenz auf, die eine kon- 
stante Region oder einen Teil davon codiert. Diese 
Sequenz kann entweder fur die schwere oder leichte 
Kette eine AntikOrpers codieren. Dem Fachmann ist 
bekannt, daB bei alien Isotypen mehrere Exons fOr die 

40 schwere Kette codieren. Sofern nur ein CH-Exon fur die 
schwere Kette im Konstrukt vorhanden ist, ist dies vor- 
zugsweise das C H rExon. Mit einem derartigen Kon- 
strukt k6nnen Fusionsproteine hergestellt werden, 
deren Immunglobulinanteil die Funktionalitat von Fab- 

45 oder F(ab) 2 -Fragmenten aufweisen. Vorzugsweise ent- 
halt der erfindungsgemaBe Vektor jedoch samtliche 
Exons eines schwere Kette- Isotyps, wodurch eine voll- 
standige schwere Kette exprimiert werden kann. In die- 
ser Ausfuhrungsform sind die Elemente (a), (b), (c) und 

so (d) in dieser Reihenfolge aufeinanderfolgend in 5'-3'- 
Richtung angeordnet. 

In einer andereren bevorzugten Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaBen Integrationsvektors weist der 
zum \i- oder K-lntron homologe Bereich eine Lange von 

55 1 ,9 kb oder 2,0 kb auf. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
enthalt d r erfindungsgemaBe Vektor eine Bakterien- 
kompatible Regulationseinheit. Eine derartige Bakte- 
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rien-kompatible Regulationseinheit ermOglicht die Klo- 
nierung und Amplrfizierung des Vektors in bakteriellen 
Systemen, beispielsw ise in E. coli. Bakterienkompati- 
ble Regulationssysteme sind dem Fachmann aus dem 
Stand der Technik bekannt; vgl. Sambrook et al, a.a.O. 
Ein Beispiel fur eine derartige bakterienkompatible 
Regulationseinheit ist die Regulationseinheit aus dem 
Plasmid pBR322. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist der Immun- 
globulinanteil des Fusionsproteins chimarer Natur. 
Unter "chimar" wird ein Immunglobulin verstanden, das 
die V- und C-Regionen aus verschiedenen Spezies 
kombiniert. Beispielsweise kann ein V-Gen aus der 
Maus mit den C-Exons eines menschlichen Isotyps 
kombiniert werden. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform codiert die 
DNA-Sequenz des Merkmals (b) eine menschliche 
Immunglobulinkette. Diese Domane kfinnen sowohl V- 
alsauch C-Domanen oder Teile davon sein. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaBen Vektors codiert die DNA- 
Sequenz Domanen, die aus der Maus, Ratte, Ziege, 
aus dem Pferd Oder Schaf stammen. Vorzugsweise 
stammen samtliche DNA-Sequenzen fur entweder die 
V- oder die C-Regionen codierenden Sequenzen aus 
einer dieser Tierarten, wobei die C-Regionen auch aus 
verschiedenen Tierarten entnehmbar sind. 

In einer vorteilhaften Ausfuhrungsform der vorlie- 
genden Erfindung weist der Vektor eine fOr den Patien- 
ten xenogene konstante Ig-Region auf, was sich fur die 
Induktion einer Immunantwort als vorteilhaft erweisen 
kann. 

Wie auch die in einer anderen Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaBen Vektors verwendeten mensch- 
liche Domanen codierenden DNA-Sequenzen kflnnen 
diese Domanen codierende DNA-Sequenzen fur die 
homologe Rekombination mit der entsprechenden 
Sequenz aus einer anderen Saugerart eingesetzt wer- 
den. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Vektors codiert die DNA-Sequenz 
samtliche C-Domanen eines sekretorischen AntikOr- 
pers. 

Eine weitere bevorzugte Ausfurungsform des 
erfindungsgemaBen Vektors enthalt eine DNA- 
Sequenz, die C-Domanen eines AntikOrpers codiert, 
der IgM-, lgG1-, lgG2a-, lgG2b-, lgG4-, IgA-, IgD- oder 
IgE-Antikflrper ist. Dem Fachmann ist bekannt, da 6 
manche dieser Isotypen nicht in alien Saugerspezies 
vorkommen. So enthalt das menschliche Genom bei- 
spielsweise C-Gene. die lgG4-lsotype, nicht aber 
lgG2a- oder lgG2b-lsotype codieren. Dagegen enthalt 
das Maus-Genom C-Gene, die den lgG2a- und den 
lgG2b-lsotyp, nicht aber den lgG4-lsotyp codieren. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform 
des erfindungsgemaBen Integrationsvektors ist der 
selektierbar Marker gpt, neo oder codiert fur Hygromy- 
cin-Resistenz. Der Fachmann ist mit der Zuchtung von 



Zellen unter Selektionsbedingungen, die diese Marker 
erfordern, vertraut (vgl. z. B. Sambrook, et al, a.a.O.). Er 
ist daruber hinaus in der Lage, weitere Selektions- 
marker auszuwahlen, die im erfindungsgemaBen Vek- 

s tor verwendet werden kOnnen. 

Die Transfektion Immunglobulin-produzierender 
Zeilen gilt als Standardverfahren der modernen Immu- 
nologic. Dem Fachmann ist bekannt, daB die Transfek- 
tionsbedingungen fur jede verwendete Zellinie 

w eingesteltt werden mussen. Ein Leitfaden zur Errichtung 
solcher Transfektionsbedingungen ist beispielsweise in 
Toneguzzo et al, Mol. Cell Biol. 6 (1986), 703-706 sowie 
in der Beschreibung zum Biorad "Genepulser" gege- 
ben. Fur die Mausmyelomlinie NS-1 (ATCC TIB 18) bei- 

75 spielsweise sind geeignete Transfektionsbedingungen 
in Mocikat et al, Gene 136 (1993), 349-353 beschrie- 
ben. Die Selektion von stabilen Transformanten erfolgt 
durch Zuchtung der Transformanten fur mindestens 7 
Tage in einem geeigneten Selektionsmedium. Die 

20 Selektion stabiler Transformanten ist notwendig, urn 
Zellen abzutttten, die das Plasmid nicht aufgenommen 
haben. Die Wahl des Selektionsmediums richtet sich 
selbstverstandlich nach dem verwendeten Selektions- 
marker. Die Herstellung geeigneter Selektionsmedien 

25 ist im Stand der Technik bekannt und beispielsweise in 
Sanbrook et al, a.a.O. nachlesbar. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt die Transfektion 
durch Elektroporation, Calcium-Koprazipitation, Upo- 

30 fektion, die DEAE-Dextran-Technik oder retroviralen 
Gentransfer. All diese Verfahren sind im Stand der 
Technik gut bekannt. Der Fachmann weiB daher, wie er 
die Bedingungen fur die einzelnen Transfektionsverfah- 
ren im erfindungsgemaBen Verfahren einzustellen hat. 

35 In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt die Selektion in 
einem Medium, das als Selektionsmittel Mykophenol- 
saure, G418, oder Hygromycin enthalt. Wie bereits vor- 
stehend erwahnt, sind diese Selektionsmittel im Stand 

40 der Technik gut bekannt. Ihre Wahl hangt vom verwen- 
deten Selektionsmarker ab, wahrend ihre Dosierung 
aus Standardwerken der Molekularbiologie hergeleitet 
werden kann; vgl. z. B. Sambrook etal., a.a.O. 
In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des 

45 erfindungsgemaBen Verfahrens codiert die DNA- 
Sequenz konstante Domanen des Yr. Y2a _ . Y2bf» T3"- Y<r 
, jjl— . a-, 6-, oder e- Isotyps. 

Die DNA-Sequenz gerndB Merkmal (c) codiert fur 
Zytokine, die ausgewahlt werden aus Interleukinen, 

so Interferonen, Kolonie-stimulierenden Faktoren, Lym- 
phokinen und Wachstumsfaktoren. Beispiele fOr derar- 
tige DNA-Sequenzen sind: IL-2, IL-4, IL-7, IL-12, IL-13, 
GM-CSF oder Interferon y. 

Die Vektoren der vorliegenden Erfindung werden 

55 beispielsweise durch die oben naher bezeichneten Ver- 
fahren in maligne B-Zellen eingebracht und dort durch 
homologe Rekombination integriert und stabil expri- 
miert. Durch geeignete Selektions- und Identif izierungs- 
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verfahren werden derartige maligne B-Zellen 
identifiziert, die das Fusionsprotein stabil exprimieren. 
In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
ist es jedoch auch moglich, maligne B-Zellen, die das 
erfindungsgemaBe Vektorkonstrukt enthalten, direkt zur 
Vakzinierung einzusetzen, ohne daB eine vorherige 
Selektion auf solche Zellen stattgefunden hat, die das 
Fusionsprotein stabil exprimieren. Selbstverstandlich ist 
es vor einer Vakzinierung notwendig, die malignen B- 
Zellen vor der Injektion durch Bestrahlung replikations- 
inkompentent zu machen, ohne daB hierdurch die 
Expression des Fusionsproteins beeintrachtigt wurde. 

Somit ist es nicht zwingend notwendig, eine Selek- 
tion der rekombinanten Zellen vor der Injektion in den 
Patienten vorzunehmen. Fur die Tumorimmunisierung 
ist die Expression der Transformanten, in denen ein 
homologes Rekombinationsereignis vorliegt, ausrei- 
chend. so daB durchaus auch eine heterogene Zellpo- 
pulation verabreicht werden kann. Hierdurch ist es nicht 
zwingend notwendig, da (3 der erfindungsgemaBe Vek- 
tor den im Merkmal (d) des Anspruchs 1 genannten, in 
eucaryontischen B-Zellen selektierbaren Marker auf- 
weist. Auf einen derartigen Marker kann in solchen Fal- 
len, bei denen keine Selektion der rekombinanten 
Zellen vor der Injektion in den Patienten stattf indet, ver- 
zichtet werden. 

Der erfindungsgemaB bereitgestellte Vektor ist 
auch in einem ex vivo-Ansatz einsetzbar. Hierzu werden 
kultivierte, dendritische Zellen mittels des von den 
rekombinierten Tumorzellen exprimierten Fusionsprote- 
ins zur Presentation tumorspezrfischer Peptide und 
eventuell auch zur Aktivierung von T-Zellen gebracht. 
Die Antigen-prasentierenden Zellen bzw, die aktivierten 
T-Zellen wurden dann in den Patienten zuruckgegeben 
werden. 

Ein groBer Vorteil bei der Injektion derartiger mali- 
gner B-Zellen, die das Immunglobulin-Zytokin- Fusion- 
protein produzieren, liegt im Wegfall von aufwendigen 
Produktions- und Reinigungsschritten zur Herstellung 
dieser Proteine in Winikrelevanten Mengen. 

Die maligne B-Zelle, in die der erfindungsgemaBe 
Vektor eingebracht wird, kann beispielsweise eine B- 
Zell-Leukamie-Zelle, eine B-Zell-Lymphom-Zelle oder 
eine Plasmazytomzelle sein. 

Die Erfindung wird nachstehend anhand eines an 
einem Tiermodell durchgefuhrten Beispiels beschrie- 
ben. Die hierdurch gewonnenen Ergebnisse sind auf- 
grund lang andauernder Erfahrungen auch auf den 
Menschen ubertragbar. Selbstverstandlich ist die Erfin- 
dung nicht auf das nachfolgende spezielle Ausfuh- 
rungsbeispiel beschrankl, sondern kann im Rahmen 
der nachfolgenden Anspruche abgewandelt werden. 

Beispiel: 

Vektorkonstruktion 

Das murine GM-CSF-Gen wird Ciber Pstl in pSP72 



(vgl. Abb. 3) einWoniert. Der 5-Anteil des Gens wird mit 
EcoRV und Xmal exzidiert und durch ein ebenso 
geschnittenes PCR-Produkt ersetzt, dem die N-termi- 
nalen 29 Aminosduren fehlen. Auf diese Weise entsteht 

5 das Konstrukt pSP72 (AEV)-GMCSF (AL). In den Vekor 
pSVgpt-huy1-A5 (Kardinal et al. Eur. J. Immunol. 25, 
792-797, 1995) wird 3' des humanen lgG1 -C H 3-Exons 
eine Sall-Schnittstelle eingefOhrt. Das GM-CSF-Gen 
wird mit Sail aus pSP72 (AEV)-GMCSF (AL) herausge- 

10 schnrtten und in die Sall-Stelle des modrfizierten 
psVgpt-huy1-A5 ligiert. 

Gentransfer 

is Der GM-CSF-tragende Rekombinationsvektor wird 
mit EcoRI Oder BamHI linearisiert und mittels Elektropo- 
ration in die murine B-Zell-Lymphom-zellinie MPC11 
transferiert. Stabil transfizierte Zellen werden mit Hilfe 
von Mykophenolsaure auf die Anwesenheit des gpt- 

20 Gens selektioniert. Die Klone, in denen das Konstrukt 
stellenspezifisch integriert wurde (s. Abb. 1), werden im 
ELISA identifiziert. 

Tisrverguchs 

25 

Der Nutzen, der die Modrfikation eines Lymphom- 
Idiotyps durch homologe Rekombination fur die Tumor- 
immunisierung bringt, wird am Beispiel des murinen B- 
Zell-Lymphoms MPC1 1 gezeigt. Dieser Tumor stammt 

30 von der BALB/c-Maus ab, exprimiert lgG2b und fiihrt 
nach Inokulation von 10 3 Zellen in syngene Tiere inner- 
halb von bis zu 20 Tagen bei 100% der Tiere zum Tod. 
Nach Transfer des Vektors in MPC1 1 und der Identrf izie- 
rung von homologen Rekombinanten werden diese fur 

35 die Immunisierung von BALB/c-Mausen eingesetzt. 
Dazu werden je 5 x 10 6 bestrahlte Zellen zweimal im 
Abstand von drei Wochen i.p. injiziert. 7 Tage nach der 
letzten Injektion wird ein letales Inokulum von Wildtyp- 
Tumorzellen i.p. verabreicht . WShrend die Tiere der 

40 Kontrollgruppe, die nur Tumorzellen, aber keine Praim- 
munisierung erhalten haben, am Tumor sterben 
(Gruppe C in Abb. 2), zeigen die immunisierten Tiere 
einen signifikanten Oberlebensvorteil (Gruppe A). 
Wenn mit MPC11-Zellen vakziniert wird, in deren 

45 Schwere-Ketten-Lokus lediglich die humane lgG1-C- 
Region ohne das GM-CSF-Gen durch homologe 
Rekombination eingefOhrt wurde, die also eine xenoge- 
nisierte schwere Kette exprimieren, so kommt nur eine 
marginale Uberlebenszeit-Veriangerung zustande. 

so Da der Idiotyp des Tumors bei dem beschriebenen 
Verfahren weder auf genetischer noch auf Protein- 
Ebene aus dem Lymphom isoliert werden muB und 
keine individualspezifische Vakzine hergestellt werden 
muB, sondern ein universeller Vektor for alle Lymphome 

55 anwendbar ist, kann die Zeit bis zum Beginn der Thera- 
pi erheblich verkurzt werden. Der Einsatz der durch 
homologe Rekombination modifizierten, bestrahlten 
Tumorzell n bringt nicht nur den Vorteil, daB auf die 
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zeit- und kostenaufw ndige Reinigung des Fusionspro- 
teins verzichtet werden kann. Ein entscheidender Vor- 
teil besteht darin, daB der Tumor-protektive Effekt 
wesentlich ausgepragter ist, wenn mit Zellen immuni- 
siert wird, die ein rekombinantes Protein exprimieren, $ 
als wenn das gereinigte IGsliche Protein gegeben wird. 

Durch den vorliegenden Rekombinationsvektor 
kann die Zeit bis zu Beginn einer Therapie erheblich 
verkurzt werden. Wetterhin ist es mdglich, die durch 
homologe Rekombination modrfizierten Tumorzellen 10 
nach Bestrahlung fur die Vakzinierung einzusetzen, 
ohne daB das Fusionsprotein aufgereinigt werden muB. 
Es konnte durch das obige Beispiel gezeigt werden, 
daB der Tumor-protektive Effekt uberraschenderweise 
wesentlich ausgepragter ist als bei Immunisierung der 15 
Zellen mit gereinigtem, Iflslichem Protein. 

Patentanspruche 

1. Vektor zur Expression von Immunglobulin-Zytokin- 20 
Fusionsproteinen in malignen B-Zellen, mindestens 
enthaltend, in funktioneller Verbindung, 

(a) einen Bereich von mindestens 1 ,5 kb, der 
homolog zu einem Bereich des n-lntrons oder 25 
K-lntrons ist; 

(b) mindestens eine DNA-Sequenz, die eine 
Domane eines Immunglobulins oder eines 
Teils hiervon codiert; 

(c) eine fur ein Zytokin codierende DNA- 30 
Sequenz; und 

(d) ein in eukaryontischen B-Zellen selektierba- 
res Markergen, das einen funktionellen Enhan- 
cer-Bereich aufweist. 

35 

2. Vektor nach Anspruch 1, wobei der mindestens 1 ,5 
kb groBe Bereich einen funktionellen C^- oder C*- 
Enhancer enthalt. 

3. Vektor nach Anspruch 1, wobei der mindestens 1 ,5 40 
kb groBe Bereich einen nicht funktionellen C H - oder 
C K -Enhancer enthalt. 

4. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei das in eukaryontischen 45 
B-Zellen selektierbare Markergen einen nicht-funk- 
tionellen Enhancer-Bereich aufweist. 

5. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei das in eukaryontischen so 
B-Zellen selektierbare Markergen keinen Enhan- 
cer-Bereich aufweist. 

6. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei die DNA-Sequenz aus 55 
(b) eine konstante Region oder einen Teil davon 
codiert. 



7. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruch , wobei der Bereich, der homo- 
log zu einem den C^- oder C K -Enhancer 
umfassenden Bereich d s \i- oder K-lntrons ist, 
mindestens 1 ,9 kb urrrfaBt. 

8. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei der Bereich, der homo- 
log zu einem den C^- oder C K -Enhancer 
umfassenden Bereich des \i- oder K-lntrons ist, 
mindestens 2,0 kb umfaBt. 

9. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, der eine Bakterien-kompatible 
Regulationseinheit enthalt. 

10. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei das Immunglobulin ein 
chimares Immunglobulin ist. 

11. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei die DNA-Sequenz aus 
(b) fur die Domane einer menschlichen Immunglo- 
bulinkette codiert. 

12. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei die DNA-Sequenz aus 
(b) Domanen codiert, die aus der Maus, Ratte, 
Ziege, aus dem Pferd oder Schaf stammen. 

13. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei die DNA-Sequenz aus 
(b) samtliche C-Domanen eines sekretorischen 
AntikOrpers codiert. 

14. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei die DNA-Sequenz aus 
(b) samtliche C-Domanen eines membrangebun- 
denen AntikOrpers codiert. 

15. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die DNA-Sequenz aus (c) fur Interleukine, Interfe- 
rone, Kblonie-stimulierende Faktoren, Lymphokine 
oder Wachstumsfaktoren codiert. 

16. Vektor nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die DNA-Sequenz aus (c) fOr IL-2, IL- 
4, IL-7, IL-12, IL-13, GM-CSF oder Interferon y 
codiert, 

17. Vektor nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, wobei der selektierbare Marker 
gpt, neo, oder ein Hygromycin-Resistenz codieren- 
der Marker ist. 

18. Verfahren zur Expression ein s Immunglobulin- 
Zytokin- Fusionsproteins in malignen B-Zellen in 
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vitro mit den nachfolgenden Schritten: 

(a) Einbringen ein s Vektors nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1-17 in eine maligne 
B-Zelle; 

(b) Selektion und Identifizierung von Zellen, die 
das Fusionsprotein stabil exprimieren; 

(c) Behandeln der Zellen, um sie replikationsin- 
kompetent zu machen. 

19. Vertahren nach Anspruch 18, wobei der Schritt (b) 
entfailt. 



integrierter Form, wobei von der Zelle ein Immun- 
globulin-Zytokin-Fusionsprotein exprimiert wird. 

30. Verwendung einer malignen B-Zelle, die replikati- 
s onsinkompetent gemacht wurde und einen Vektor 
nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 1 7 
in integrierter Form enthait und zur Expression 
eines Immunglobulin-Zytokin-Fusionsproteins 
befahigt ist, zur Herstellung einer pharmazeuti- 
w schen Zubereitung zur Behandlung von Patienten 
mit malignen B-Zell-Erkrankungen. 



20. Vertahren nach Anspruch 18 oder 19, wobei der 
Schritt (a) durch Transfektion erfolgt. is 

21. Vertahren nach Anspruch 20, wobei die Transfek- 
tion durch Elektroporation, Calciumphosphat- 
Koprazipitation, Lipofektion, die DEAE-Dextran- 
Technik, oder retroviralen Gentransfer erfolgt. 20 

22. Vertahren nach einem oder mehreren der Anspru- 
che 1 8 bis 21 , wobei die Selektion in einem Medium 
erfolgt, das als Selektionsmittel Mykophenolsaure, 
G41 8 oder Hygromycin enthait. 25 

23. Vertahren nach einem oder mehreren der Anspru- 
che 18 bis 22, wobei nach dem Einbringen eines 
Vektors nach einem oder mehreren der Anspruche 

1 bis 17 durch homologe Rekombi nation eine stel- 30 
lenspezifische Integration des Vektors 3' vom 
Schwere-Ketten-V-Gen der malignen B-Zelle 
erfolgt. 

24. Vertahren nach einem oder mehreren der AnsprQ- 35 
che 18 bis 23, wobei die Expression vom endoge- 
nen V H -Promotor gesteuert wird. 

25. Verwendung eines Vektors nach einem oder meh- 
reren der Anspruche 1 bis 1 7 zur Expression von 40 
Immunglobulin-Zytokin-Fusionsproteinen in mali- 
gnen B-Zellen. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei die maiigne 
B-Zelle eine B-Zell-Leukamie-Zelle, eine B-Zell- 45 
Lymphom-Zelle oder eine Plasmozytomzelle ist. 

27. Verwendung nach Anspruch 25, wobei durch die 
Expression der Immunglobulin-Zytokin-Fusionspro- 
teine eine Aktivierung von T-Zellen erfolgt. so 

28. Verwendung eines Vektors nach einem oder meh- 
reren der Anspruche 1 bis 17 in malignen B-Zellen 
zur Vakzinierung von Patienten mit malignen B- 
Zell-Erkrankungen. ss 

29. Maligne B-Zelle, enthaltend einen Vektor nach 
einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 17 in 
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(57) ErfindungsgemaB wird bereitgestellt ein Vektor 
zur Expression von Immunglobulin-Zytokin-Fusionspro- 
teinen in malignen B-Zellen, mindestens enthaltend, in 
funktioneller Verbindung, 

a) einen Bereich von mindestens 1,5 kb, der homo- 
log zu einem Bereich des n-lntrons oder K-lntrons 
ist, der keinen oder keinen funktionellen C^- oder 
C K -Enhancer enthalt; 

b) mindestens eine DNA-Sequenz, die eine 



Domane eines Immunglobulins oder eines Teils 
hiervon codiert; 

c) eine fGr ein Zytokin codierende DNA-Sequenz; 
und 

d) einen in eukaryontischen B-Zellen selektierbaren 
Marker, der keinen funktionellen Enhancer-Bereich 
aufweist, wobei die Expression dieses Markers 
nach der Integration vom zellularen C^- oder C K - 
Enhancer gesteuert wird. 
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